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SUMMARY 
The nitrogen‐fixing legume endosymbiont Sinorhizobium meliloti and the myxobacterium 
Myxococcus  xanthus  are  both  Gram‐negative  bacteria which  could  potentially  interact  in 
soil. The objectives of this research work were to assess predation patterns of S. meliloti by 
M.  xanthus  and  to  set  up  an  experimental  system  to  study  this  process.  We  first 
characterized  the  growth  phenotypes  of  several  S.  meliloti  strains  and  a  reference  M. 
xanthus strain in different culture media. We observed that the best medium for S. meliloti 
was  the  rich  TY  medium,  where  bacteria  exhibited  markedly  exopolysaccharide  (EPS)‐
dependent mucous and non‐mucous phenotypes. In contrast, M. xanthus grew better in CTT 
medium where  it showed a stable  typical swarm phenotype. Co‐inoculation assays on CTT 
plates  showed  two  patterns  of  S. meliloti  responses  to  predation  by myxobacteria,  likely 
dependent  on  EPS  production.  We  next  tagged  S.  meliloti  strains  by  conjugation  with  a 
plasmid‐borne  kanamycin  (Km)  resistance  gene.  Predation  assays  in  CTT  broth  revealed 
disappearance of S. meliloti tagged bacteria in the presence of M. xanthus as inferred from 
time‐course plate counts in Km‐supplemented TY medium. Our results provide a base‐line to 
investigate the molecular bases of bacterial predation in the future. 
 
INTRODUCTION 
 
El suelo es el hábitat de una gran diversidad de microrganismos que interaccionan entre sí 
y con organismos superiores con los que conviven como las plantas. La rizosfera es una parte 
del suelo  inmediata a  las raíces donde se dan toda una serie de relaciones  físicas y químicas 
que afectan a la estructura del suelo y a los organismos que viven en él. Además es el lugar de 
destino de carbohidratos y otros nutrientes que las plantas exudan por sus raíces para proveer 
de  energía  a  los microorganismos, muchos  de  los  cuales  son  beneficiosos  y  protegen  a  las 
plantas de organismos patógenos o contribuyen a su nutrición. 
Este es el caso de  la bacteria S. meliloti,  la cual fija nitrógeno atmosférico ayudando a  la 
planta después de haberse establecido endosimbióticamente dentro de nódulos radiculares de 
las  leguminosas  (Fabaceae).  Esta  bacteria  no  puede  fijar  nitrógeno  atmosférico 
independientemente: requiere de una planta huésped que siempre es una  leguminosa. Estas 
bacterias son Gram‐negativas, mótiles y no esporulan. La  fijación simbiótica del nitrógeno es 
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muy  importante para  la agricultura y  la ecología pues hace que  las plantas no necesiten del 
abono con fertilizantes químicos que causan daño al medioambiente. 
Entre los habitantes del suelo también está M. xanthus que es una myxobacteria de vida 
libre  (no  establece  simbiosis)  de  tipo  bacilo  muy  alargado,  con  un  ciclo  repetido  para  su 
reproducción. Este ciclo se compone primero de  la  fase vegetativa que se da cuando  tienen 
nutrientes en el medio, en donde comienzan a dividirse. Como son depredadoras, se alimentan 
de otras células vivas y necesitan actuar en grupo, en el caso de M. xanthus, en una especie de 
enjambre. Después de este ciclo comienza su ciclo de desarrollo donde  la población se divide 
en distintas funciones y por último  la germinación donde comienzan a reproducirse en forma 
de población. 
La eficiencia de la simbiosis de S. meliloti con las plantas leguminosas depende entre otras 
cosas de la capacidad de las bacterias para sobrevivir en el suelo y la rizosfera. Por eso en este 
trabajo nos hemos planteado cómo responde S. meliloti al ataque de depredadores como M. 
xanthus. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Bacteria and plasmids 
Las bacterias y plásmidos utilizados en este trabajo se relacionan en la Tabla 1. 
 
Tabla 1. Cepas bacterianas y plásmidos utilizados en este estudio 
BACTERIAL STRAIN  CHARACTERISTICS  REFERENCE 
Sinorhizobium meliloti 1021  Reference strain  Galibert et al., 2001 
S. meliloti AK21/27/28/70/83  Field isolates (Aral Sea)  Laboratory collection 
S. meliloti RMO17  Field isolate Villadas et al., 1995 
S. meliloti GR4  Field isolate  Casadesús and Olivares, 1979 
Escherichia coli DH5  Laboratory strain  Bethesda Research Lab. 
Myxococcus xanthus  Reference strain Laboratory collection
PLASMID     
pSRKKm  pBBR1MCS‐2 derivative, Kmr Khan et al., 2008 
pRK2013  Helper  plasmid  for  triparental mattings 
Figurski  and  Helinski, 
1979 
 
Culture media 
La  composición  de  los medios  utilizados  para  el  cultivo  de  las  cepas  de  S. meliloti  y M. 
xanthus fue la siguiente: 
 
CTT (para M. xanthus) 
Bacto‐Casitona        10 g/l 
MgSO4. 7 H2O        2 g/l 
Tampón fosfato potásico 0.1 M, pH 7,6  10 ml/l 
Tampón Tris‐HCl 1M, pH 7,6     10 ml/l 
pH            7.6 
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TY (para S. meliloti) 
CaCl2.2H2O          0,9 g/l 
Triptona          5 g/l 
Extracto de levadura      3 g/l 
Los medios  fueron esterilizados en autoclave  (20 min a 120ºC) y cuando  fue necesario se 
solidificaron con agar al 1,5%. 
 
Conjugations 
El plásmido con el gen de resistencia a Km (pSRK) fue movilizado a las distintas cepas de S. 
meliloti mediante cruces triparentales utilizando el plásmido pRK2013 como helper. Las cepas 
resistentes a Km  (transconjugantes)  fueron seleccionadas en medio TY suplementado con el 
antibiótico. 
 
Predation assays 
Las distintas cepas de S. meliloti se enfrentaron con M. xanthus en medio sólido y medio 
líquido CTT. En el primer  caso  las bacterias  se  cultivaron  independientemente  y después  se 
enfrentaron  en  cada  caso  suspensiones  con  alta  concentración  de  bacterias.  Para  los 
experimentos en medio líquido se co‐inocularon matraces en medio CTT con M. xanthus y las 
depas GR4  y RMO17 de  S. meliloti marcadas  con el plásmido pSRK.    La  supervivencia de  S. 
meliloti se determinó a distintos tiempos después de la inoculación de los matraces mediante 
conteo de colonias en placas de TY suplementado con Km. 
 
RESULTS 
 
Fenotipo de S. meliloti y M. xanthus en medio sólido 
Para conocer el fenotipo de estas dos bacterias, las cultivamos independientemente en los 
medios  TY  y  CTT.  S. meliloti  crece mejor  en  el medio  TY  y M.  xanthus  en  el medio CTT.  S. 
meliloti  manifiesta  mucosidad  debido  a  la  producción  de  un  polisacárido  extracelular.  En 
cambio, M. xanthus   crece en forma de enjambres en el medio CTT que aparecen en un tono 
amarillo.  Nunca  se  formarán  cuerpos  fructíferos  debido  a  que  no  se  llega  a  agotar  los 
nutrientes en el medio.  
 
Patrones de resistencia de S. meliloti al ataque de M. xanthus 
Enfrentamos M. xanthus con dos cepas de S. meliloti que tienen fenotipo diferente; mucoso 
(GR4) y no mucoso  (AK21)  (Fig. 1). Observamos dos patrones de  respuesta al ataque de M. 
xanthus. Las bacterias no mucosas son muy susceptibles al ataque. Ya a  las 48 h después de 
que  conviven  en  la  placa  con M.  xanthus  se  observa  su  lisis.  A  las  144  h  todo  el  área  de 
crecimiento de S. meliloti GR4 está completamente ocupada por bacterias de M. xanthus en su 
fase vegetativa. Por el contrario, las bacterias mucosas (S. meliloti AK21) son más resistentes al 
ataque de M. xanthus.   No hay  lisis aparente en  las primeras 48 h y  lo que se observa es que 
M. xanthus bordea a S. meliloti buscando un lugar donde penetrar. A las 172 h ya se observan 
signos de que M. xanthus ha provocado lisis de células de S. meliloti AK21. 
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Fig. 1. Respuestas de S. meliloti  (Sm) a  la depredación por M. xanthus  (Mx). El ensayo se  realizó en 
medio sólido CTT con las cepas GR4 no mucosa (nm) y AK21 mucosa. 
 
Ensayo en medio líquido para la investigación futura de la depredación bacteriana 
En un sistema de medio sólido no es  factible  la  investigación de  las bases moleculares de 
este  fenómeno, por eso ambas bacterias deben enfrentarse en experimento de depredación 
en medio  líquido. Esto  consistió en  incubar M.  xanthus  con dos  cepas de S. meliloti y en  la 
valoración posterior de la supervivencia de S. meliloti a distintos tiempos. Para seleccionar las 
bacterias supervivientes antes del experimento marcamos S. meliloti con un gen de resistencia 
a Km (Fig. 2). 
 
A              B 
 
 
Fig. 2. Supervivencia de S. meliloti en medio  líquido CTT en presencia de M. xanthus. A) Conteo en 
placa de colonias. Dpi, días post inoculación; B) Curvas de supervivencia. UFC, unidades formadoras de 
colonias. Mx, M. xanthus. 
 
En la gráfica se muestran también las curvas de desaparición de S. meliloti cuando se cultiva 
en presencia y ausencia de M. xanthus en medio CTT. La cepa RMO17 tiene una supervivencia 
muy baja. En cambio, la cepa GR4 resiste más el ataque ya que al final del experimento todavía 
se puede contar alguna colonia. 
 
CONCLUSIONS 
 
1. M. xanthus is able to predate S. meliloti bacteria. 
2. S.  meliloti  exhibits  two  different  patterns  of  responses  to  predation,  being  the  EPS‐
producing strains likely more resistant to the attack of myxobacteria. 
3. A predation assay in liquid medium has been set up which will allow deciphering of the 
molecular bases of this process in the future. 
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MY OWN IDEAS 
 
Gabriela Tarifa Álvarez, IES‐Zaidín Vergeles 
This investigation has given me many ideas that I want to describe to continue this 
project. First of all, I'm going to talk about Sinorhizobium meliloti. The most important 
characteristic  is  that  this bacterium  is  a nitrogen‐fixing  legume  symbiont.  S. meliloti 
produce nodules in the roots of host plants and help them to fix atmospheric nitrogen 
for growth.  If plants have got nitrogen from bacteria they will not need any chemical 
fertilizer  and  it  will  be  better  for  the  soil  and  the  environment.  But,  if  that  was 
impossible, why don't we  try  to use one  fertilizer  that doesn't  inhibit  the process of 
nitrogen fixation? Finally, I think it will be interesting to experiment the same process 
in other conditions. For example, what would happen if the humidity was higher in the 
environment?,  or  in  freezing  temperatures? Will  this  process  continue without  any 
problem? 
The case of Myxococcus xanthus; this bacterium  is a predator searching  living cells 
to  eat.  My  question  is,  why  its  preys  don't  offer  any  resistance  by  the  time  of 
depredation?,  is  there  any  other  particular  characteristic  in  M.  xanthus?.  This 
bacterium has got a social response by the time of hunt. Is this behavior codified by a 
gen?.  If that  is right, we could  inhibit this and see what would happen. Furthermore, 
for this research, we know that M. xanthus predates S. meliloti. Could it exist another 
predator bacteria that could  feed S. meliloti?.  Is the exopolysaccharide  (EPS) codified 
by  a  gen?.  If  so, we  can  isolate  that  gene  in  order  to  generate  resistance  in  other 
bacteria. 
Finally, we know  that plants compete  for  the  inorganic matter,  thus  I wonder  if  it 
was a relationship with S. meliloti. Are all competing for the atmospheric nitrogen?. 
In  all  the  investigation  experience,  I’ve  learned  too  much  about  how  scientist 
investigating  and  living  for  searching  responses.  In  my  future,  I  would  like  to  be 
research scientist to learn more about the world of science. 
 
Ana Villar del Paso, IES‐Zaidín Vergeles 
The knowledge of the rhizosphere is complex, at the same time interesting. We find 
further  behaviors  among  bacteria  that  live  there,  such  as  the  higher  animals.  In 
conducting  this  research,  I  realized  that even  the  tiniest creatures,  such as bacteria, 
need  to guard against  invaders  that attack  to  take  food  to  survive  too. This  relation 
that I have seen by watching Mixococus xanthus, depredate on Sinorhizobium meliloti, 
looking for food. 
In order to address this phenomenon these two bacteria have had to grow various 
strains,  especially  S. meliloti  (AK21/27/28/70/83, RMO17, GR4), we have  seen  grow 
best in what medium (CTT for M. xantus and TY for S. meliloti). 
When M. xantus attacks, depending on  the strain S. meliloti,  it costs more or  less 
work. At  first  try a  frontal attack,  if  successful,  start  to  lyse,  if  this  fails, M.  xanthus 
starts to surround and ends killing S. meliloti. 
S.  meliloti  fixes  atmospheric  nitrogen  through  nodules,  helping  the  legume 
Medicago sativa (alfalfa). Given all this, we could apply this research to help S. meliloti 
not to be attacked by any other bacteria in the proximity of alfalfa plants, so you can 
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determine  their  nitrogen  nodules,  including  increasing  the  amount  of  S. meliloti,  to 
turn these nodules and help raise even more to the plant. 
Bacteria can  replace  chemicals  that are used  to  improve  crops, as  these are very 
harmful to the environment, and bacteria are natural and not harmful at all. 
 
Clara Pérez González, IES‐Zaidín Vergeles 
In this research we first need to know a bit of the bacteria. They are a large domain 
of prokaryotic microorganisms;  there are million  types of bacteria, many all of  them 
necessary  for  the  soil.  We  have  learned  that  the  bacteria  are  so  fascinating  and 
complex  too. We  have  studied  the  resistance  of  different  strains  of  Sinorhizobium 
meliloti  (GR4  and  RMO17 mucose  and  not mucose)  to  be  predated  by Myxococcus 
xanthus, because M. xanthus need to feed S. meliloti too. 
I think all that we have done in this research can be applied to do several things. We 
could cultivate in a plant in the presence of S. meliloti for improve the growth of it. This 
can help the plant to receive more nitrogen (because S. meliloti provides the plant with 
nitrogen  through  the nodules), without having  to use harmful products  to  the crops 
such as pesticides. 
 
Mª Ángeles Yelamos Lorente, IES‐Zaidín Vergeles 
With  this experience  I have  learned  to  reflect on  the  lives of so  tiny and complex 
beings such as bacteria, although they seem so different from us, we have many things 
in common which are not appreciated till you are  in contact with this topic, because 
you can have a slight idea, but it is more than that. As if they were people they defend 
themselves from predators, they use their resources to avoid to be eaten, that means 
they fight for their survival, as well as they search for food. They also have a way of life 
that  in  the  case of bacteria which we have worked with, Sinorhizobium meliloti and 
Myxococcus  xanthus  is  the  soil.  As  I  have  mentioned  before  bacteria  defend 
themselves against dangers and this work tried to see how S. meliloti reacted when it 
was preyed upon by M.  xantus, as  it  is a predatory bacterium. Strains mucous offer 
greater resistance to be eaten' than non‐mucous. But  in the end all S. meliloti strains 
are preyed upon with more or less work. 
And although the study  is about bacteria, the rhizosphere plays an  important role 
because it is the environment they inhabit. With this experiment we can contribute to 
a more sustainable ecology, using in this case, a bacterium S. meliloti. As it is harder to 
lyse mucous S. meliloti strains, the case would be this: growing plants in environments 
where only  found S. meliloti mucous,  then  leads  to more nodules  in  legumes, which 
contributes  to  capturing  the  nitrogen.  This  contributes  to  enhance  crops  without 
pesticides, which helps to avoid contamination. 
 
 
Irene Marín Sánchez, IES Ángel Ganivet 
This work has been  conceived  to  get  an  idea of how  scientists work, performing 
research  and  developing  possible  scenarios,  which  may  be  the  solution  to  our 
problems. 
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Many questions raised throughout this research, some of them have been solved; 
while solving others new questions have emerged. 
I have some clear ideas drawn from this project which are: 
1. Bacteria are unicellular microorganisms that have a small footprint and exhibit 
different shapes. 
2. Bacteria  are  the  most  abundant  organisms  on  the  planet  and  may  form 
colonies. 
3. Myxococcus xanthus is a myxobacterium presented in predatory self‐organized 
colonies called swarms. 
4. If  any  bacteria  that  will  engulf  M.  xanthus  are  very  strong,  they  have 
mechanisms in order to enter the barrier and to eat them. 
5. Sinorhizobium  meliloti  is  a  bacterium  which  fixes  atmospheric  nitrogen  in 
symbiosis with leguminous plants. 
6. If we culture S. meliloti  in a medium not specific to this type of bacteria they 
may not grow much or do not get to develop. 
These basic ideas are the safest. But from these allegations I raised other questions. 
Some are: 
1. Is  it possible  that other bacteria might prey on others  that  are  predators  as 
well? 
2. In the case of M. xanthus,  is  it possible to be predated by other bacteria with 
another type of organization? 
I think you may have a predatory M. xanthus, like all living things. I discovered that 
the world of bacteria  is very exciting and very  interesting, full of riddles and possible 
answers and are waiting to be discovered. 
 
Raúl Peña López, IES Mariana Pineda 
The objectives of this research work were to assess predation patterns of S. meliloti 
by M.  xanthus  and  to  set  up  an  experimental  system  to  study  this  process.  In  this 
project we have done  this year, we  learned a  lot of  things  related  to bacteria,  their 
environment and division. All are things  that we would not have known had without 
this wonderful project and great scientists who have  taught us all  this.  It was a very 
interesting project where, if I could participate again without thinking twice. 
I hope  that our work has  served  to enable  scientists  to  continue  researching and 
knowing new things about M xanthus, S. meliloti and their way of living together, when 
one devours the other. 
The project has been very interesting and educational but that we had applied more 
in my opinion, we should be more involved in doing experiments and culture media for 
bacteria breed, also could have tried to confront us  in the  lab, although that we had 
not achieved as it was a very delicate and complicated process, but it would have been 
interesting and educational. 
My congratulations to those who have proposed this year the project and hope to 
continue doing so many years, it's great. 
